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简  报 

几种真姬菇菌种保藏方法的保藏效果对比 

朱华玲 1  班立桐*2  黄亮 2  王玉 2  杨红澎 2  孙宁 2 
1 天津农学院基础科学学院  天津  300384 

2 天津农学院农学与资源环境学院  天津  300384 

摘  要：【背景】菌种保藏方法与保藏效果是菌种质量的前提和保证。随着真姬菇 Hypsizygus marmoreus
栽培规模和产量的逐年递增，选择最佳的菌种保藏方法也越来越迫切。【目的】对真姬菇菌种的常见

保藏方法及保藏效果进行分析和研究，寻找简便、高效、廉价的真姬菇菌种保藏方法。【方法】通过

对比菌丝生长率、菌丝脱氢酶活性以及菌丝对色度培养基的脱色率等指标参数来评价保藏方法的保藏

效果。【结果】通过对三大类 27 种真姬菇菌种保藏方法 3 个月保藏效果的对比分析发现，三大类菌种

保藏方法中保藏效果最好的是水溶液保藏法，其中以 0.1% PEG6000 水溶液保藏效果最佳；其次为木

屑保藏法，其中以盐水浸泡过的杨木木屑保藏效果最好；斜面保藏法效果最差。正常保藏实验的效果

好于加速保藏实验。【结论】与当前真姬菇菌种保藏的常规方法相对比，本实验所采用的菌种保藏方

法大大拓宽了菌种保藏方法的种类与范围，提高了菌种保藏的效果。 
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Abstract: [Background] The preservation method and its effect are the premise and guarantee for the 
quality of strains. It is more and more urgent to select the best preservation method for strains of Hypsizygus 
marmoreus with the increasing of cultured scale and yield year by year. [Objective] Some common 
preservation methods and their effects were analyzed and studied in order to find a simple, efficient and 
inexpensive preservation method for strains of Hypsizygus marmoreus. [Methods] The preservation effect of 
each preservation method was evaluated by comparing the growth rate of mycelial, dehydrogenase activity of 
mycelial and the decolorization rate of mycelium to LBL medium. [Results] By comparing and analyzing the 
three-month preservation effects of three kinds, 27 different preservation methods of Hypsizygus marmoreus 
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strains, it was found that the best preservation method was water solution preservation, among which 0.1% 
PEG6000 water solution was the best; the second was sawdust preservation method, among which the 
saline-soaked poplar sawdust was the best; The slant preservation method was the third. The effect of normal 
preservation experiment was better than that of accelerated preservation experiment. [Conclusion] 
Compared with the conventional preservation methods for strains of Hypsizygus marmoreus, the preservation 
methods adopted in this experiment greatly broadened the types and scope of the preservation methods, and 
improved the preservation effects of strains. 

Keywords: Hypsizygus marmoreus, Preservation, Method, Effect 

近年来，随着真姬菇栽培行业的迅速发展，作

为生产源头的菌种成为直接关系到最终产品的产

量和质量的关键因素。菌种保藏方法与效果作为种

质资源研究的重要方面，是菌种质量的前提和保

证。建立经济有效的菌种保藏方法，不仅可以有效

保存菌种的优良性状、保持其活力与产量，而且对

于种质资源的保存与后续研究都有极其重要的作

用[1-12]。在众多保藏方法中，有的保藏方法如冷冻

干燥保藏、液氮低温保藏法等保藏效果良好，但对

于技术、设备及资金要求较高，不适宜企业的生产，

有的保藏方法如试管斜面传代保藏法等，操作相对

简便、价格低廉，但易造成菌种的退化，给生产带

来损失[13-15]。因此，探讨高效廉价、操作简单的菌

种保藏方法十分必要[16-17]。本文从方便生产的角度

出发，本着简便、高效、廉价等目标，通过对比菌种

保藏后菌丝的生长速率、菌丝脱氢酶活性以及色度培

养基(Liquid medium supplemented with bromothymol 

blue and lactose，LBL)脱色率等指标参数[18-25]，研究

了斜面保藏法、木屑保藏法以及水溶液保藏法三大

类共 27 种真姬菇菌种的常见保藏方法的保藏效果，

以期获得可在行业内推广应用的菌种保藏方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试菌株真姬菇菌种 HB-1 斜面母种由天津农

学院食用菌研发中心提供。 

溴百里酚蓝(BTB)、3-(4,5-二甲基-2-噻唑)-2,5-

二苯基溴化四唑(MTT)，均为分析纯，天津百奥泰

科技发展有限公司；马铃薯淀粉与葡萄糖混合物

(PD 粉，质量比 1:4)，青岛海博生物技术有限公司；

栎木木屑、杨木木屑、腐木木屑、麸皮等，山东九

竹节能科技有限公司。 

超净工作台，北京亚泰科隆仪器技术有限公

司；紫外-可见分光光度计，上海析谱仪器有限公司；

水分测定仪，江苏维科特仪器仪表有限公司；立式

压力蒸汽灭菌器，上海三申医疗器械有限公司。 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，

琼脂 20.0，pH 自然。 

1.2  保藏方法 

1.2.1  斜面保藏法 

称取 25 g 马铃薯淀粉与葡萄糖混合物(PD 粉)

和 20 g 琼脂置于烧杯中，加适量水，加热溶解后，

加水定容至 1 L，分装，1×105 Pa 灭菌 20 min，灭

菌后摆斜面。 

将真姬菇斜面母种转接至 PDA 平板中，置于

培养箱中 25 °C 培养，待菌丝长满平板。将此菌丝

的一部分作为原始种使用，不经保藏，直接参与指标

检测；另一部分作为各种保藏方法的初始菌种使用。 

用直径 9 mm 打孔器在长有初始菌种的平板上

打孔，得到 9 mm 菌块，挑取一个菌块接种于试管

斜面上，于 25 °C 培养箱中培养。培养 15 d 后，观察

菌落的生长形态以及其他特征，判断该培养物是否与

原菌种一致，并检查是否染杂菌。检查确认无误后，

将长好的斜面试管置于 4 °C 冰箱内进行保藏，平行

保藏 5 支试管斜面，保藏 3 个月后进行指标检测。 

1.2.2  木屑保藏法 

使用 2−3 目的筛子对所有木屑进行过筛处理，

去掉颗粒较小的木屑和碎皮。配制木屑浸泡盐溶

液，溶液组成为：磷酸二氢钾 0.05%，硫酸镁 0.05%，

pH 7.0。为保证灭菌彻底，不造成杂菌污染，实验
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所用木屑内部需完全湿润。本实验中所有木屑分别

用纯净水或浸泡盐溶液进行了充分浸泡。最佳浸泡

时间、温度等浸泡条件经过实验优化确定如下： 

栎木：24 h 室温浸泡，每 100 g 木屑浸泡于

400 mL 浸泡液，经测定含水量为 42%； 

杨木：5 h 室温浸泡，每 100 g 木屑浸泡于

800 mL 浸泡液，经测定含水量为 60%； 

腐木：本身足够湿润，不需浸泡，经测定含水

量为 67%。 

加速保藏实验的木屑用盐溶液浸泡，浸泡时间

和温度条件同上。 

将锥形瓶洗净、烘干后，1×105 Pa 灭菌 1 h。在

灭菌的锥形瓶中装入保藏培养基，培养基分为上下

两层，上层为木屑+麸皮+石膏，下层为纯木屑，

上下层质量比为 1:3，上层麸皮与木屑(含少量石

膏)的质量比为 1:4，各保藏培养基的具体组成如

表 1 所示。将保藏培养基装瓶时需边装边摇，尽量

减少空隙，并保证培养瓶外表面及瓶口无培养基残

留。将培养瓶包好透气膜，1×105 Pa 高压蒸汽灭

菌 2.5 h。灭菌完成后，放入接种工作台进行接种。 

待保藏培养基温度降至 30 °C 以下时，从供试

菌种平板中取生长健壮、长势良好的直径为 9 mm

的 2 块菌块接种于培养基表面，25 °C 恒温培养箱

培养 20 d。待培养瓶内培养料长满菌丝后，将其放

在 4 °C 冰箱中保藏，每种木屑及浸泡液的培养基均

平行实验 5 瓶。加速保藏实验在 25 °C 下进行，其

他操作不变，保藏 3 个月后进行指标检测。 

1.2.3  水溶液保藏法 

使用蒸馏水配制各浓度的 NaCl 溶液，与矿泉

水等各种水一起，1×105 Pa 高压灭菌 20 min。用灭 

 
表 1  木屑培养基的组成 
Table 1  The composition of the sawdust medium 

Media name Upper layer Lower layer

Oak 11.7 g Sawdust + 3 g Bran +  
0.3 g Plaster 

45 g Sawdust

Rotten wood 11.7 g Sawdust + 3 g Bran +  
0.3 g Plaster 

45 g Sawdust

Poplar 10.41 g Sawdust + 2.66 g Bran + 
0.266 g Plaster 

40 g Sawdust

菌后的蒸馏水溶解葡萄糖和聚乙二醇，制备成所需

浓度的保藏水溶液，再经 0.22 μm 滤膜过滤除菌。 

以蒸馏水保藏过程为例：取直径为 9 mm 的菌

块，用接种针转入已灭菌的 5 mL 冻存管中，重复

操作，每一冻存管放入 5 个菌块，用移液枪向每一

冻存管移入 3−4 mL 无菌蒸馏水，使蒸馏水浸没菌块，

密封，置于 4 °C 冰箱中保藏，平行保藏 5 支冻存管。

加速保藏实验在 25 °C 下进行，其他操作不变。 

葡萄糖溶液、NaCl 溶液、聚乙二醇溶液、矿泉

水、纯净水、超纯水等的保藏过程与蒸馏水保藏相

同，只需将蒸馏水替换成对应浓度的各种溶液即

可，平行保藏 5 支冻存管，保藏 3 个月后进行指标

检测。 

1.3  菌种保藏效果检测 

1.3.1  菌丝生长速率 

取保藏 3 个月菌种在 25 °C 下复苏培养 3 d，然

后取直径 9 mm 菌块转接到 PDA 培养平板上，菌丝

萌发后测量菌落直径 D1，25 °C 下培养 48 h 后测量

菌落直径 D2，进一步计算菌丝生长速率。计算公式：  

2 1(cm/d)=
(d)

D DV 径 - 径

时间

菌落直 菌落直
 

式中，V 表示菌丝生长速率，数值越高，则菌丝活

力越高，菌种质量越高。 

1.3.2  菌丝脱氢酶活性 

按照文献[26]进行菌丝脱氢酶活性测定，从

PDA 培养平板中刮取菌丝体适量，称取 0.1 g 菌丝

体装入 15 mL 离心管中，依次加入 2 mL 蒸馏水和

0.2 mL 5 mg/mL 的 MTT 水溶液，于 35 °C 水浴

中避光静置 3 h。5 000 r/min 离心 5 min 去上清，

加入 2 mL 二甲基亚砜(DMSO)摇匀，35 °C 水浴

中避光静置 4 h。5 000 r/min 离心 5 min 取上清液

100 μL 在 490 nm 波长处测量吸光值 OD490，DMSO

作空白。OD490 值越大，则酶活性越高，菌种质量

越高。 

1.3.3  LBL 培养基脱色法 

按照表 2 的用量制作 LBL 培养基，配制方法与

PDA 培养基相同。 
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表 2  LBL 培养基的配方用量 
Table 2  The composition of LBL medium 

Component 
土豆 

Potato 

乳糖 

Lactose 
NH4NO3 MgSO4·7H2O KH2PO4 BTB pH 

Dosage 200.0 g/L 20.0 g/L 2.0 g/L 0.5 g/L 1.5 g/L 0.06 g/L 7.0 
 

从 PDA 培养皿中取 2 个直径 9 mm 菌丝块置于

一个 5 mL 冻存管中，匀浆 30 s 后接入装有 35 mL 

LBL 培养基的 50 mL 离心管中，于 25 °C 条件下进

行液体培养。液体培养 16 d 后取培养液 500 μL，

5 000 r/min、4 °C 离心 15 min，移取 100 μL 上清液

加入酶标板，使用酶标仪测定 615 nm 处吸光度

值，导入脱色率公式计算脱色率。脱色率计算

公式： 

615 strain

615 blank

1 100%
A

DR
A

 
    
 

 

式中，DR 表示脱色率，A615 strain 为接种菌株培养

后的吸光度值，A615 blank 为空白培养液的吸光度

值。DR 值越高，表示菌丝活力越高，菌种质量

越高。 

1.4  数据分析 

采用软件 SPSS 22.0 对实验数据进行单因素方

差分析(One-way ANOVA)，使用 Duncan 检验方法，

显著水平设为 P<0.05[27]，考察不同保藏方法的菌丝

生长速率、脱氢酶活性以及 LBL 脱色率之间的相关

性和差异性水平。 

2  结果与分析 

采用各保藏方法对真姬菇菌种保藏 3 个月后进

行相应指标参数的测定。根据测定得到的菌落直

径，490 nm 处测得的吸光值 OD，以及 615 nm 处

测得的吸光度值 A615，结合相应的计算公式得到各

种保藏方法的平均菌丝生长速率、平均菌丝脱氢酶

活性和平均 LBL 脱色率，计算结果如表 3 和图 1

所示。 

由表 3 和图 1 可以看出，不同保藏条件下菌丝

的生长速率、脱氢酶活性及 LBL 脱色率各不相同。

与原始种相比，所有保藏方法的 LBL 脱色率均有一

定程度下降，但各保藏方法的 LBL 脱色率相差不是

特别悬殊，菌种退化指标不明显[28]；除水溶液保藏

法中的聚乙二醇溶液保藏法之外，其余保藏法的菌

丝生长速率也呈下降趋势；而不同保藏方法的脱氢

酶活性则有升有降。 

对比三大类菌种保藏方法的保藏效果发现，大

多数水溶液保藏法的菌丝生长速率及菌丝脱氢酶

活性高于斜面保藏法，大多数木屑保藏法的菌丝脱

氢酶活性高于斜面保藏法，菌丝生长速率与斜面保

藏法接近，而斜面保藏法的菌丝生长速率和菌丝脱

氢酶活性则较低，略好于加速保藏实验。由此可以

判断真姬菇的三大类菌种保藏方法的保藏效果大

致有以下顺序：水溶液保藏法>木屑保藏法>斜面保

藏法，略好于加速保藏实验。 

2.1  水溶液保藏法保藏效果的对比分析 

经过 3 个月保藏后，不同水溶液保藏真姬菇菌

种的平均菌丝生长速率、平均脱氢酶活性以及平均

LBL 脱色率的对比情况如图 2 所示。从表 3 和图 2

可以看出，不同水溶液对真姬菇菌种的保藏效果各

有不同。从菌丝生长速率看，具有如下变化顺序：

聚乙二醇溶液>各种水>NaCl 溶液>葡萄糖溶液>蒸

馏水加速；从菌丝脱氢酶活性来看，变化顺序则是：

聚乙二醇溶液>各种水>葡萄糖溶液>蒸馏水加

速>NaCl 溶液。从 LBL 培养基脱色率来看，虽然

NaCl 溶液及各种水保藏的菌丝脱色率较高，但与其

他水溶液保藏的菌丝脱色率差别不明显。综合上述

结果可以看出，不同保藏溶液中聚乙二醇溶液的保

藏效果最好，其次是各种水，而 NaCl 溶液、葡萄

糖溶液和蒸馏水加速实验的保藏效果虽有差别，但

差别不大。 

进一步对比发现，不同浓度的水溶液对真姬菇

菌种的保藏效果差别也较大，其中 0.9% NaCl 溶液

是各浓度 NaCl 溶液中保藏效果最好的，而 0.8%的

葡萄糖溶液则是各浓度葡萄糖溶液中保藏效果最 
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表 3  各种保藏方法的保藏效果 
Table 3  The preservation results of all preservation methods 

保藏方法 

Preservation method 

保藏效果 

Preservation result 

菌丝生长速率 

Mycelial growth rate (cm/d)

脱氢酶活性 

Dehydrogenase activity (OD490) 

LBL 脱色率 

LBL decolorization rate (%)

水溶液保藏法 

Aqueous solution 
preservation method 

0.3% NaCl 0.637 5 0.826 6 33.4 
0.6% NaCl 0.400 0 0.716 5 32.2 
0.9% NaCl 0.800 0 0.890 5 29.6 
1.2% NaCl 0.600 0 0.880 3 19.8 
0.6%葡萄糖 

0.6% Glucose 

0.550 0 0.929 5 14.7 

0.8%葡萄糖 

0.8% Glucose 

0.675 0 0.879 1 25.9 

1.0%葡萄糖 

1.0% Glucose 

0.625 0 0.919 5 14.7 

1.2%葡萄糖 

1.2% Glucose 

0.525 0 0.763 8 15.9 

纯净水 

Pure water 

0.700 0 1.044 1 28.2 

超纯水 

Ultra pure water 

0.600 0 0.957 6 30.8 

矿泉水 

Mineral water 

0.550 0 0.825 5 29.5 

蒸馏水 

Distilled water 

0.700 0 0.959 0 22.5 

蒸馏水加速 

Distilled water 
acceleration 

0.562 5 0.862 8 20.7 

0.1% PEG6000 0.937 5 1.242 9 35.5 
0.1% PEG10000 1.112 5 0.928 1 21.5 
0.05% PEG20000 0.950 0 1.072 4 20.0 
0.1% PEG20000 1.000 0 1.008 3 20.8 
0.2% PEG20000 0.837 5 0.833 8 16.8 

木屑保藏法 

Sawdust preservation 
method 

栎木+水 

Oak+Water 

0.637 5 1.149 5 24.6 

栎木+盐水 

Oak+Saline 

0.637 5 0.885 8 24.8 

栎木加速实验 

Oak acceleration 

0.687 5 0.848 3 23.4 

杨木+水 

Poplar+Water 

0.475 0 0.868 0 23.9 

杨木+盐水 

Poplar+Saline 

0.600 0 1.200 8 34.1 

杨木加速试验 

Poplar acceleration 

0.487 5 0.944 8 28.7 

腐木 

Rotten wood 

0.600 0 0.990 0 24.2 

腐木加速实验 

Rotten wood 
acceleration 

0.462 5 0.824 0 24.2 

斜面保藏法 

Slant preservation method 

0.550 0 0.849 1 33.9 

原始种 

Original species 

0.804 4 0.990 0 36.8 
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图 1  各保藏方法的保藏效果对比示意图 
Figure 1  Contrast diagram of preservation effect of different preservation methods 

 

 
 

图 2  不同水溶液对真姬菇菌种的保藏效果对比 
Figure 2  Preservation effects of different water solutions on Hypsizygus marmoreus strains 

 
好的。不同水的保藏效果相差不大，但纯净水的

保藏效果较好；不同浓度和分子量的聚乙二醇溶

液中，0.1% PEG6000 的保藏效果最好。将各类

水溶液中保藏效果最好的方法筛选出来，进一步

进行保藏效果对比(图 3)发现，0.1% PEG6000> 

0.9% NaCl>纯净水>0.8%葡萄糖。 

2.2  木屑保藏法保藏效果的对比分析 

不同木屑保藏法的保藏效果(图 4)显示，盐水浸

泡过的杨木木屑对真姬菇菌种的保藏效果最好，其

次是水浸泡过的栎木木屑，第三是腐木木屑，其他

木屑的保藏效果相当，接近于加速保藏实验的效

果。从不同种类木屑的保藏效果看，杨木木屑略

好于栎木木屑与腐木木屑。在加速保藏实验中虽

然 3 种木屑的保藏效果相比于低温保藏法在数值上

均有不同程度的下降，但栎木加速试验的下降趋势

并不明显，甚至在菌丝生长速率上还略有上升。 
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图 3  各类水溶液中保藏效果最好的方法的保藏效果对比 
Figure 3  Effect comparison of the best methods of 
different preservation solutions 

 

 
 

图 4  不同木屑保藏法的保藏效果对比 
Figure 4  Comparison of preservation effects of different 
sawdust preservation methods 

 
2.3  三大类保藏方法中最优保藏方法的对比分析 

为寻找高效、简便、廉价的真姬菇菌种保藏方

法，从斜面保藏法、木屑保藏法和水溶液保藏法中

分别挑选出一种保藏效果最优的方法进行了对比

分析，结果(图 5)显示，与原始种相比，经过 3 个月

的保藏后，0.1% PEG6000 保藏的菌丝生长速率、

菌丝脱氢酶活性均有所升高，LBL 脱色率略有降

低；盐水浸泡过的杨木木屑的菌丝只有菌丝脱氢酶

活性略微上升，其余指标均呈下降趋势；而斜面保

藏法则 3 个指标均明显下降，因而从保藏效果来看

0.1% PEG6000>杨木+盐水>斜面保藏法。 

 
 

图 5  三大类保藏方法中最优保藏方法的效果对比 
Figure 5  Effect comparison of the best preservation 
methods among three kinds of preservation methods 
 

2.4  保藏效果评价指标参数的差异性分析 

为评价实验中采用的 3 种指标参数(菌丝生长

速度、脱氢酶活性以及 LBL 脱色率)在评价保藏效

果的优劣性上是否一致，进一步采用 Duncan 检验

方法对表 3 中的实验数据进行了单因素方差分析，

分别考察了脱氢酶活性、LBL 脱色率对菌丝生长速

率的差异性水平，结果显示脱氢酶活性、LBL 脱色

率对菌丝生长速率的显著性结果分别为 0.552 和

0.707，均大于 0.05，表明无显著差异。 

3  讨论 

优良菌种的保藏是制约食用菌产业发展的瓶

颈问题之一。目前真姬菇菌种的保藏方法众多，如

何从中选出简单、高效、廉价的保藏方法已经成为

迫在眉睫需要解决的问题。本实验选择了文献中报

道的菌丝生长速度、菌丝脱氢酶活性以及 LBL 脱色

率等参数来衡量 27 种真姬菇菌种保藏方法的保藏

效果。虽然这 3 个指标在评价保藏效果的优劣性上

无显著差异，但 LBL 脱色率反映的是液体培养中培

养基 pH 的变化，其值往往受到菌丝的呼吸作用和

膜的通透性等因素影响。一般情况下，菌丝生长越

旺盛，菌丝呼吸作用越强，脱色率越高；但脱色率

高的菌丝体其生长速率不一定大，因为脱色率还与

膜的通透性有关，膜的通透性越好脱色率越高。因

此，在衡量保藏效果好坏时应以菌丝生长速率和菌
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丝脱氢酶活性为主，以 LBL 脱色率为辅。 

水溶液保藏法是食用菌菌种保藏的常用方法

之一，目前主要有蒸馏水保藏法和生理盐水保藏

法[29]。本实验将真姬菇菌种保藏溶液的种类范围进

行了拓宽，3 个月的保藏实验结果表明实验所用的

菌种保藏水溶液中，聚乙二醇水溶液的保藏效果最

好，其次是各种水，而 NaCl 溶液、葡萄糖溶液的

保藏效果略差，这可能源于聚乙二醇对菌丝细胞具

有保护作用，而 NaCl 溶液、葡萄糖溶液则具有一

定渗透压。 

4  结论 

采用三大类 27 种方法对真姬菇菌种进行保藏

实验。结果表明，与当前真姬菇菌种保藏的常规方

法(斜面保藏法、蒸馏水保藏法和生理盐水保藏法等)

相对比，本实验所采用的菌种保藏方法大大拓宽了

菌种保藏方法的种类范围，提高了菌种保藏的效

果。通过对真姬菇菌种进行 3 个月的短期保藏发现，

水溶液保藏法的保藏效果最好，其中 0.1% PEG6000

水溶液对真姬菇菌种的保藏效果最佳；其次是木屑

保藏法，其中以盐水浸泡过的杨木木屑保藏效果最

好；斜面保藏法和加速保藏法的保藏效果略差。 

由于保藏时间所限，本试验尚未能进行各种保

藏方法的中长期保藏效果研究，在后续的研究中我

们将完善这方面的数据，并将其与短期保藏法进

行对比，以期为真姬菇菌种的中长期保藏研究提供

参考。 
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